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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft Zellkonstrukte erhaltlich 
aus mesenchymalen Stammzellen und von diesen ab- 
leitbaren Zellen des Bindegewebes, wie z. B. Knochen-, 
Knorpel-, Fett- oder Muskelzellen, die Verwendung sol- 
cher Zellkonstrukte sowie Verfahren zu ihrer Herstellung 
und Verwendung. 

[0002] Die Erzeugung von differenzierten Geweben 
aus pluripotenten Stammzellen, z. B. zur Herstellung von 
Transplantaten, ist seit langerem Gegenstand intensiver 
Entwicklungsarbeit. Grundlage dieser. Bemuhungen ist 
die Fahigkeit solcher Stammzellen sich durch wiederhol- 
te mitotische Teilung selbst zu erneuern sowie die Fa- 
higkeit dieser Stammzellen, in Abhangigkeit bestimmter 
Faktoren, sich in morphologisch und physiologisch un- 
terschiedliche Zelltypen zu differenzieren. 
[0003] So ist die Differenzierung von Knochen-, Knor- 
pel-, Muskel-, Fettgewebe, Dermis, Sehnen, Bandern 
und Knochenmark-Stromazellen aus mesenchymalen 
Stammzellen aus Periosteum und vor allem aus dem 
Knochenmark bereits gelungen (US 5,486,359, US 
5,736,396). 

[0004] In US 5,486,359, US 5,197,985, US 5,226,914, 
US 5,811,094, US 5,736,396, WO99/03973 und 
WO98/32450 sind z. B. vorteilhafte Methoden zur Im- 
plantation und Differenzierung von mesenchymalen 
Stammzellen aus dem Periosteum und aus dem Kno- 
chenmark zur Behandlung von Muskel-, Skelett-, Knor- 
pel- oder anderen Bindegewebsschaden beschrieben. 
Dazu wird dem Patienten Knochenmark entnommen und 
in vitro auf mesenchymale Stammzellen uber die Adha- 
renz und geeignetes Medium selektioniert. Nachteilig da- 
bei ist, daB der Anteil an pluripotenten mesenchymalen 
Stammzellen im Knochenmark mit 0.001% bis 0.01% 
sehrgering ist. Deshalb mussen relative groBe Mengen 
an Knochenmark entnommen werden, urn genugend 
Ausgangsmaterial fur eine in vitro Kultur zu erhalten. 
Auch die Gewinnnung reiner Kulturen aus mesenchyma- 
len Stammzellen und damit auch der davon abgeleiteten 
Bindegewebezellen ist aus diesem Grunde schwierig. 
Aufgrunddes hohen Anteils anderer Zelltypen in derent- 
nommenen Probe ist die Abtrennung der Stammzellen 
von Zellen anderen Typs uber die spezifische Adharanz 
von mesenchymalen Stammzellen bzw. Wahl des geeig- 
neten Mediums problematisch. Als letztes ist die Proben- 
entnahme durch Knochenmarkpunktation ein aufwendi- 
ger, fur den Patienten mit einem gewissen Risiko behaf- 
teter Eingriff. 

[0005] Daruber hinaus ist die fur den Patienten risiko- 
lose Nutzung und Kultivierung epidermaler Stammzellen 
aus Haaren und deren Verwendung zur Behandlung von 
Hautdefekten bekannt (US 5,968,546). Demgegenuber 
wurde bisher, trotz groBem Bedarf, noch kein fur den 
Patienten risikoloses Verfahren zur Herstellung von mes- 
enchymalen Stammzellen oder daraus ableitbarer Bin- 
degewebstypen beschrieben. 

[0006] Davon ausgehend liegt der Erfindung die Auf- 



gabe zu Grunde einfach herstellbare Zellkonstrukte aus 
patientenschonend gewinnbarem mesenchymalen Zell- 
material oder daraus ableitbarer Gewebetypen sowie ef- 
fiziente Verfahren zu ihrer Herstellung bereitzustellen. 

5 [0007] Es kann uberraschend gezeigt werden, dass 
Zellkonstrukte aus mesenchymalen Stammzellen und 
davon ableitbaren Geweben, einfach, mit aus Haarfolli- 
keln isolierten mesenchymalen Stammzellen, die auf ei- 
nerpolymeren Matrix in vitro kultiviert werden, hergestellt 

10 werden konnen. 

[0008] Somit betrifft die Erfindung Zellkonstrukte ent- 
haltend eine Polymermatrix und mesenchymale Stamm- 
zellen aus Haarfollikeln oder davon durch Differenzie- 
rung ableitbarer Zellen. 

15 [0009] Mesenchymale Stammzellen des Haarfollikels 
konnen z. B. durch Mikrodissektion oder uberraschend 
auch durch Zupfen von Korperhaaren gewonnen wer- 
den. 

[0010] Insbesondere ist das Zupfen eine schnelle, 
20 nicht-invasive Methode zur Gewinnung von mesenchy- 
male Stammzellen des Haarfollikels . So konnen die Zel- 
len einfach, ohne qualifiziertes medizinisches Personal, 
ohne Risiko und bei geringen Schmerzen fur den Pati- 
enten entnommen werden. 
25 [0011] Daruber hinaus istder Anteil von mesenchyma- 
len Stammzellen in der Haarwurzel sehr groB. Die aus 
den Haarwurzeln einfach isolierbaren Haarfollikel enthal- 
ten neben den mesenchymalen Stammzellen nur epithe- 
liale Stammzellen in nennenswertem Umfang. Das ist 
30 die Grundlage fur die Herstellung sehr reiner Gewebe- 
kulturen unter Verwendung einfacher Selektionsmetho- 
den aus kleinen Probenmengen. 

[0012] Urn die Gewinnug mesenchymaler Stammzel- 
len aus Haarfollikel durch Zupfen von Haaren, z. B. aus 
35 der Kopfhaut eines Probanden, zu ermoglichen, wird die 
Entnahmestelle mit einer die Haut aufweichenden L6- 
sung behandelt. Danach konnen die Haare mit weitest- 
gehend intaktem Haarfollikel mit einer Pinzette gezupft 
werden. 

40 [0013] Urn die mesenchymalen Stammzellen in Kultur 
zu nehmen werden die Haarfollikel vom Resthaar ent- 
fernt und in einer bevorzugten Ausfuhrungsform kurz in 
einer antibakteriellwirkenden Losunggebadet. Die Haar- 
follikel konnen auf einer festen oder gelartigen Adhasi- 

45 onsoberflache in Gegenwart eines FGF enthaltenden 
Mediums kultiviert werden, wobei bFGF der bevorzugt 
zu verwendende Faktor ist. Die Kultivierung erfolgt bei 
einer Temperatur zwischen 25 und 40°C, bis die Follikel 
auswachsen und konfluent werden. Als Medium kann z. 

50 B. Changs-Medium DMEM/Ham s F12, M199, E199, 
MEM, EMEM oder DMEM Grundmedium gegebenen- 
falls mitweiteren Zusatzen verwendet werden. Im Kom- 
plettmedium sollten bevorzugt folgende Mediumszusat- 
ze enthalten sein: bFGF, Serum, IGF-I, Insulin, Hydro- 

55 cortison, Pyruvat, Retinsaure, nicht essentielle Amino- 
sauren, Triiodthyronin (T3), Transferrin, Selen und/oder 
Glucagon. Die Kultivierung der Haarfollikel erfolgt bevor- 
zugt in feuchter Luft bei 37 °C und 5% CQ. Zur weiteren 
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Kultivierung konnen die ausgewachsenen Zellen von der 
Oberflache abgelost und in einem geeigneten Medium, 
bevorzugt in obigem Medium propagiert werden. 
[0014] Durch weitere Zusatzstoffe im Medium, wie z. 
B. das Wachstum von epithelialen Stammzellen spezi- 
fisch hemmende Faktoren, kann eine optimale Reini- 
gung der mesenchymalen Stammzellen gewahrleistet 
werden. 

[0015] Die Zellkultur kann z. B. uber immunolgische 
Separationsverfahren (FACS) oder immunologisch/ma- 
gnetische Separation uber an Beads befestigte Antikor- 
per gereinigt werden. Dabei haben sich Antikorper be- 
wahrt, die sich gegen Antigene richten, die fur mesen- 
chymale Stammzellen spezifisch sind, wie z. B. die An- 
tigene CD13, CD49e, CD29, CD105 oder das smooth- 
muscle-alpha-actin. 

[0016] Ebenso besteht zur Reinigung der Zellkultur 
von epithelialen Stammzellen die Moglichkeit einer im- 
munologischen Negativ-Selektion uber CD24- oder Cy- 
tokeratin 16 Antikorper. Die Negativ-Selektion besitzt 
den Vorteil, daG Veranderungen in den mesenchymalen 
Stammzellen durch Antikorper induzierbare Signale 
wirksam vermieden werden und somit ein moglichst nai- 
ver Zustand der Zellen erhalten bleibt. 
[001 7] Alternativ oder additiv zu den eben beschriebe- 
nen Verfahren besteht allerdings auch die Moglichkeit 
die entnommenen und im Medium propagierten mesen- 
chymalen Stammzellen aus Haarfollikeln uber Dichte- 
gradientenzentrifugation, z. B. in einem Percoll-Gradien- 
ten, von anderen Bestandteilen mit anderer Dichte ins- 
besondere anderen Zellen, abzutrennen. 
[001 8] Uber die immunologischen Seperationsverfah- 
ren lassen sich, ausgehend von einer im wesentlichen 
nur mesenchymale und epitheliale Stammzellen enthal- 
tende Zellkultur, die schon wahrend der Kultivierung vor- 
selektioniert sein kann, hoch homogene Zellkulturen aus 
mesenchymalen Stammzellen gewinnen. Insbesondere 
die Herstellung von hoch homogenen Zellkulturen mit 
Negativ-Selektion ist aufgrund der definierten Zusam- 
mensetzung des fur die Selektion verwendeten Aus- 
gangszellmaterials moglich. 

[0019] Die so gewonnenen und aufgereinigten mes- 
enchymalen Stammzellen konnen nun zur Herstellung 
von Zellkonstrukten verwendet werden. 
Dazu werden die mesenchymale Stammzellen in einem 
geeigneten Medium suspendiert und bei einer Tempe- 
ratur zwischen 25 und 40 ° C auf eine Polymermatrix auf- 
gebracht. Bevorzugt kann direkt die aus der Reinigung 
der Zellkultur erhaltene Suspension verwendet werden. 
[0020] Als Matrix kommen auf die mesenchymalen 
Stammzellen adhasiv bzw. immobilisierend wirkende te- 
ste oder gelfdrmige Polymere in Frage, wobei die Ma- 
trixbildung gelierender Polymere bevorzugt zu Beginn 
der Zellkonstruktherstellung nach Inkubation mit den 
Stammzellen erfolgt. Synthetische Polymere werden da- 
gegen bevorzugt als fertige Matrix zur Inkubation mit den 
Stammzellen vorgelegt. Als Matrixmaterialien sind z. B. 
naturlich vorkommende Biopolymere, wie Collagen, Ge- 



latine, Alginat, Agarose, Laminin, Fibronectin, Fibrin, Ma- 
trigel, Polysaccharide, Glycosaminoglyklanen oder Pro- 
teoglykane, geeignet, aber auch synthetische Polymere, 
wiez. B. Poly-? -Hydroxysauren, Polycarbonat, Polyami- 

5 de, Polyanhydride, Polyester, Polyurethane, Polygly- 
cole, Polyoxyethylen, Polyoxypropylen, Polyacrylate, 
Polymethacrylate, Polycyanoacrylate, Polyacetale, Po- 
lyvinylchloride, flouride, -imidazole, Polyhydroxyvinyle, 
Polyvinylacetate, Polyethylenvinylacetate, chlorosulfi- 

10 nierte Polyolefine, Polyanhydride, Polyorthoester, Poly- 
caprolactone, Polylactide, Polyphosphine, Milchsaure- 
Polymerisate oder Glycolsaure-Polymerisate. Es kon- 
nen auch Copolymere dieser Verbindungen oder andere 
Copolymere, wie z. B. Polylactid-co-glycolid oder Polye- 

15 thylenglykol-Polylaktid , oder Mischungen dieser Poly- 
mere, bevorzugt Fibrin-Collagen, Fibrin-Alginat-, Algi- 
nat-Collagen-Mischungen. Die Polymere Matrix kann da- 
bei als 2-dimensionaler Film oder als 3-dimensionaler- 
Korper aus einem oder mehrerer dieser Polymere aus- 

20 gebildet sein. 

[0021 ] Die adhasiv bzw. immobilisierend wirkende po- 
lymere Matrix kann auch weitere Tragermaterialien um- 
fassen, so z. B. porose Trager, wie Hydroxyapatite oder 
Zeolithe. Aber auch polymere Tragermaterialen sind ver- 

25 wendbar, die mit Adhasionsmolekulen beladen werden 
konnen, so daB eine selektive Anlagerung der Zellen auf 
der polymeren Matrix mit den mesenchymalen Stamm- 
zellen oder der von ihnen abgeleiteten Zellen zustande 
kommt. 

30 [0022] Unter den gegebenen Bedingungen wachsen 
die mesenchymalen Stammzellen auf der vorgegebenen 
adhasiven Oberflache. Feste Polymermatrizen ergeben 
somit vorgeformte Zellkonstrukte, elastische oder gelar- 
tige Matrizen ergeben dagegen flexible Zellkonstrukte. 

35 [0023] Die Matrix und/oder das Medium konnen wei- 
tere Zusatzstoffe, insbesondere bioaktive Faktoren, wie 
z. B. Wachstumsfaktoren, Wachstumshemmer, Hormo- 
ne, Arzneimittelwirkstoffe, insbesondere Antibiotika, Cy- 
tostatika oder entzundungshemmende Stoffe, selektiv 

40 wirkende Zelladhasiva, die Proliferation oder Differenzie- 
rung induzierende und fordernde bioaktive Faktoren, Va- 
skularisierungsfaktoren oder Immunmodulatoren, ent- 
halten. Bevorzugt sind bioaktive Faktoren die das 
Wachstum und die Differenzierung der mesenchymalen 

45 Stammzellen nicht oder nur wenig beeintrachtigen. So 
konnen z. B. neben wachstumsfordernden Faktoren 
auch spezifisch epitheliale Stammzellen hemmende 
Substanzen zugesetzt werden. 

[0024] Bevorzugt sind die bioaktiven Faktoren kova- 
50 lent oder adsorptiv an die polymere Matrix oder an zu- 
satzlich eingebrachte Tragermaterialien, insbesondere 
an porose Trager gebunden. 

[0025] Es konnen zum einen Zellkonstrukte enthaltend 
mesenchymale Stammzellen aber auch Zellkonstrukte 
55 enthaltend differenzierte Bindegewebszellen hergestellt 
werden. 

[0026] Die Differenzierung der mesenchymalen 
Stammzellen aus Haarfollikeln zu Bindegewebszellen fur 
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die Herstellung solcher Bindegewebszellkonstrukten 
kann im Wachstums medium vor Inkubation der polyme- 
ren Matrix oder nach Inkubation direkt im Zellkonstrukt 
erfolgen. 

[0027] Bevorzugt werden Zellkonstrukte, die mesen- 
chymalen Stammzellen stammend aus Haarfollikeln ent- 
halten unter Verwendung geeigneter Differenzierungs- 
faktoren und Kultivierungsbedingungen im matrixfixier- 
ten Zustand in daraus ableitbare Bindegewebszellkon- 
strukte umgewandelt. 

[0028] Die Differenzierung kann dabei in vitro oder 
nach Reimplantation des Zellkonstrukts in vivo erfolgen. 
Im letzteren Fall werden die Differenzierungsfaktoren be- 
vorzugt auf der polymeren Matrix angebracht. Fur die in 
vivo Differenzierung konnen allerdings auch endogen 
vorhandene Differenzierungsfaktoren ausreichend sein, 
so daB auch Zellkonstrukte aus mesenchymalen Stamm- 
zellen aus Haarfollikeln ohne weitere Zusatzstoffe im- 
plantiert werden konnen. 

[0029] Die Differenzierung kann dabei gemaB dem 
Fachmann bekannter Verfahren erfolgen. So sind z. B. 
Verfahren zur Herstellung von differenzierten Bindege- 
webszellen, wie z. B. Knochen- oder Knorpelzellen aus 
US 5,486,359, US oder aus 5,827,740 bekannt. 
[0030] Zur Herstellung von Zellkonstrukten aus Fett- 
gewebe werden z. B. dieselektionierten mesenchymalen 
Stammzellen aus Haarfollikel mit einem FGF enthalten- 
den Medium auf einer polymeren Matrix ausgesat und 
kultiviert. Danach werden die Zellen einige Tage, bevor- 
zugt unter serumfreien Bedingungen, in einem geeigne- 
ten Medium, z. B. DMEM/Hams F12 mit FGF gegebe- 
nenfalls unter Zusatz weiterer Faktoren, gehalten, wobei 
bevorzugt anfanglich Retinsaure zugesetzt wird. Nach 
Erlangen der Konfluenz konnen die Zellen mit3-lsobutyl- 
1 -methylxanthin (IBMX), Hydrocortison, Indomethacin 
oder einer Mischung daraus differenziert werden. 
[0031] Das Arbeiten unter serumfreien Differenzie- 
rungsbedingungen ist dabei von Vorteil, da im Blutserum 
neben Albumin noch einige weitere Faktoren enthalten 
sind, die eine problemlose und effektive Differenzierung 
zu Fettzellen hemmen konnen. 

[0032] Zur Herstellung von Zellkonstrukten aus Knor- 
pelzellen werden z. B. die selektionierten und an eine 
polymere Matrix immobilisierten mesenchymalen 
Stammzellen aus Haarfollikeln in Gegenwart von DM EM 
mit Insulin, Dexamethason und/oder T3 zu Chondrozy- 
ten differenziert. 

[0033] Die erfindungsgemaBen Zellkonstrukte konnen 
vor allem zur patientenschonenden Herstellung von pa- 
tientenspezifischen Transplantaten verwendet werden. 
Die Verwendung der Zellkonstrukte gemaB dem Haupt- 
anspruch zur Herstellung von Transplantaten ist somit 
ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 
Dabei konnen je nach Bedarf formstabile Konstrukte un- 
ter Verwendung von festen polymeren Matrizen oder 
formflexible Konstrukte unter Verwendung von elasti- 
schen oder gelformigen polymeren Matrizen erzeugt 
werden. 



[0034] In einer speziellen Ausfuhrungsform besteht 
die polymere Matrix aus biokompatiblen und bioabbau- 
baren Materialien, so daB nach einer Implantation des 
Zellkonstruktes keine unerwijnschten Reaktionen des 

5 Korpers erzeugt werden und nur die gewunschten diffe- 
renzierten Gewebezellen ubrigbleiben. 
[0035] Mit der Fixierung weiterer Zusatzstoffe, wie z. 
B. von Immunsuppressiva oder entzundungshemmen- 
den Wirkstoffen, im Transplantat konnen die Erfolgsaus- 

10 sichten einer Transplantation weiter erhoht werden. 
Auch Faktoren die eine Geweberegeneration fordern, 
konnen zusatzlich im Transplantat enthalten sein, insbe- 
sondere urn die Einbettung des Transplantates in das 
umliegende Gewebe zu fordern. 

15 [0036] Die erfindungsgemaBen Zellkonstrukte konnen 
daruber hinaus als Ausgangsprodukte zur Herstellung 
gentechnisch veranderterZellen verwendetwerden. Von 
besonderem Interesse sind hier die Transfektion von Zel- 
len mit Genen, die Wachstumsfaktoren, wie z. B. von 

20 |GF, TGF-beta, oder von Hormonen, wie z. B. Insulin 
oder des Parathyroid-Hormons, exprimieren oder regu- 
lieren. Von besonderem Interesse ist auch die Transfek- 
tion mit Genen, die Gendefekte kompensieren konnen 
und somit Krankheiten lindern konnen. So konnen die 

25 transformierten Zellkonstrukte pharmazeutische Wirk- 
stoffe nach einer Implantation produzieren und freiset- 
zen. 

[0037] Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Er- 
findung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen Zell- 

30 konstrukte zur Herstellung von analytischen oder diagno- 
stischen Assays. Unter Verwendung von mesenchyma- 
len Stammzellen enthaltenden Zellkonstrukten kann z. 
B. ein Assay zur Identifikation geeigneter Differenzie- 
rungsfaktoren und Bedingungen betrieben werden bzw. 

35 die Wirkung bereits Bekannter testen. Zellkonstrukte, die 
bereits stark differenzierte Zelltypen enthalten, werden 
dagegen bevorzugt in Assays zur Identifikation geeigne- 
ter Arzneimittelwirkstoffe eingesetzt. 
Im folgenden werden zur Verdeutlichung der Erfindung 

40 einige Ausfuhrungsbeispiele beschrieben. 

Beispiel 1 : Kultivierung von Zellen des Haarfollikels 

[0038] Die Kopfhaut gesunder Probanden wurde mit 
45 70 % Ethanol desinfiziert und mit einem mit PBS getrank- 
tem Pflaster(10 min) aufgeweicht. Mit einer Pinzettewur- 
den 10-20 Kopfhaare langsam gezupft und in DMEM + 
1 0 % FCS + Penicillin/Streptomycin gesammelt. Die ana- 
genen Haare mit deutlich sichtbarem Haarfollikel werden 
50 selektiert und das Haar uber dem Haarfollikel abge- 
schnitten. Die Haarfollikel werden kurz in einer Penicillin/ 
Streptomycin-Losung gebadet, mit Dispase (50 U/ml) be- 
handelt und anschlieBend in eine mit Matrigel beschich- 
tete12-well Platte u be rfuhrt. Urn die fur das Auswachsen 
55 notige Adharenz der Follikel an das Matrigel zu gewahr- 
leisten, wurden die Follikel mit einem Deckglaschen be- 
schwert. In Gegenwart von DMEM, 20% FCS, bFGF (10 
ng/ml), Retinsaure (1|ulM), 3 x nicht essentielle 
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Aminosauren , IGF-I (50 ng/ml), Hydrocortison (10 
ng/ml), Pyruvat (1 mM), T3 (0.1 nM), Transferrin (6.25 
img/ml), Selen (6.25 img/ml) und Glucagon (1 \±g/rr\\) (im 
folgenden als Kulturmedium bezeichnet) zugesetzt wur- 
den die Haarfollikel bei 37 °C in feuchter Atmosphare mit 5 
5% C0 2 kultiviert. Nach ca. 4 Wochen wuchsen die Fol- 
likel aus, so dass die Kulturen nach ca. 2 weiteren Wo- 
chen konfluent waren. Zur Subkultivierung wurden die 
Zellen mit 0.1 % Collagenase abgelost und in obigem 
Medium propagiert. 10 

Beispiel 2: Isolierung mesenchymaler Stammzellen aus 
Haarfollikelzellen 

[0039] Die Selektion auf MSC erfolgt uber Antikorper 15 
gekoppelte magnetische bead Separation entweder als 
Positiv- oder als Negativ-Selektionstechnik. Bei der Po- 
sitiv-Selektion werden spezifische Oberflachenmolekule 
der mesenchymalen Stammzellen gesucht, die auch bei 
mesenchymalen Stammzellen aus Haarfollikel ange- 20 
wendet werden konnen. Antikorper gegen CD13, 
CD49e, CD29, CD105 und smooth-muscle-alpha-actin 
erwiesen sich als geeignet. Mit Hilfe dieser Antikorper 
wurde uber eine immunomagnetische Separation mit 
Dynabeads eine hochreine Population mesenchymaler 25 
Stammzellen aus Haarfollikeln hergestellt. 
Um Veranderungen der Zellen bedingtdurch das Binden 
der Antikorper bei der Positiv-Selektion zu verhindern, 
wurde parallel auch eine Negativ-Selektion mit anti 
CD24- und anti Cytokeratin 1 6-Antikdrper durchgefuhrt. 30 
[0040] Die gewonnenen Zellpopulationen der mesen- 
chymalen Stammzellen waren bei beiden Selektions- 
moglichkeiten in der Morphologie homogen und entspra- 
chen morphologisch einem Fibroblasten-ahnlichen Zell- 
typ. 35 

Beispiel 3: Herstellung von 3-dimensionalen Transplan- 
taten in Collagenmatrices 

[0041] In einer 24-well wurden 120 julI Collagen (16 40 
mg/mlO.05% Eisessig) mit70|ULl3x konzentriertem MEM- 
Medium , 40 julI FCS und 19 julI 0.1 N NaOH und 1x 10 5 
der selektionierten mesenchymalen Stammzellen aus 
Haarfollikel (1 50 julI) vermischt. Bei 37 °C gelierte die Col- 
lagen-Matrix innerhalb von 10 min. Die Kultivierung der 45 
Zellen in der Collagenmatrix erfolgte mit Kulturmedium. 
Die Zellen nahmen in dieser Matrix eine fibroblastare 
Morphologie an. 

Beispiel 4: Herstellung von 3-dimensionalen Transplan- 50 
taten in Alginatmatrices 

[0042] Low viscosity Alginat (1 .0 % in 0.9 % NaCI) wur- 
de mit 4x 10 5 /ml der selektionierten mesenchymalen 
Stammzellen aus Haarfollikel vermischt und auf ein co- 55 
verslip pipettiert. Nach vorsichtigem Eintauchen in 100 
mM CaCI 2 gelierte Alginat. Das Alginatgel wurde danach 
mehrmals mit 0.9 % NaCI gewaschen. Die Kultivierung 



der Zellen erfolgte in Kulturmedium. Da Alginat sowohl 
immobilisierend als auch adhasiv auf die Zellen wirkt, ist 
Alginat besonders gut fur die Herstellung von Knorpel- 
Zellkonstrukten geeignet. 

Beispiel 5: Herstellung von 3-dimensionalen Transplan- 
taten in Fibrinmatrices 

[0043] 25 |ulI Fibrinogen (21 mg/ml) wurde mit 100 julI 
300 mM CaCI 2 und selektionierten mesenchymalen 
Stammzellen aus Haarfollikel (5x 10 5 /ml) vermischt. Die 
Gelbildung wurde mit 4 U Thrombin gestartet und war 
nach 10 min bei 37 °C abgeschlossen. Die Kultivierung 
der Zellen erfolgte in Kulturmedium. Fibrinmatrices eig- 
neten sich besonders gut zur Herstellung von Zellkon- 
strukten mit Adipozyten. 

Beispiel 6: Differenzierung der mesenchymalen Stamm- 
zellen aus Haarfollikel zu Fettzellen. 

[0044] Die selektionierten mesenchymalen Stamm- 
zellen aus Haarfollikel wurden in einer Dichte von 
6000/cm 2 ausgesat und in Kulturmedium 2 Tage kulti- 
viert. Danach wurden die Zellen 7 Tage unter serumfrei- 
en Bedingungen in DMEM/Ham s F1 2 3:1 + Panthotenat 
(4 img/ml) + Transferrin (2 jmg/ml) + Biotin (1 |ulM) + Insulin 
(6 |mg/ml) + bFGF (10 ng/ml), Heparin-Natrium 5000 (20 
img/ml) gehalten, wobei in den ersten 5 Tagen Retinsaure 
(1 |ulM) zugesetzt wurde. Nach Erlangen der Konfluenz 
wurden die Zellen mit 500 julM IBMX und 1 00 nM Hydro- 
cortison, Indomethacin (100 |ulM) differenziert. Mit einer 
Farbung der Fetttropfen mit Oil Red O konnte gezeigt 
werden, dass ca. 40 % der Zellen zu Adipocyten diffe- 
renziert sind. 

Beispiel 7: Differenzierung der selektionierten mesen- 
chymalen Stammzellen aus Haarfollikeln zu Knorpelzel- 
len. 

[0045] Die selektionierten mesenchymalen Stamm- 
zellen aus Haarfollikeln wurden in Gegenwart von DM EM 
mit Insulin, Dexamethason und T3 zu Chondrozyten dif- 
ferenziert. Der Differenzierungserfolg wurde mit einer 
Safranin-O-Farbung uberpruft. 



Patentanspruche 

1. Zellkonstrukte enthaltend eine Polymermatrix und 
mesenchymale Stammzellen aus Haarfollikeln oder 
daraus ableitbarer Zelltypen des Bindegewebes. 

2. Zellkonstrukte gemaG Anspruch 1 dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die ableitbaren Zelltypen des 
Bindegewebes Knochen-, Knorpel-, Muskel-, Fett- 
gewebe-, Bander- Sehnen- oder Dermiszellen sind. 

3. Zellkonstrukte gemaB einem der vorhergehenden 
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Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Po- 

lymermatrix biokompatibel und bioabbaubar ist. 

4. Zellkonstrukte gemaB einem der vorhergehenden 
Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Po- 

lymermatrix Collagen, Alginat, Agarose, Gelatine, 
Laminin, Fibronectin, Fibrin, Matrigel, Polysacchari- 
de, Glycosaminoglykane, Proteoglykane, Poly-oc- 
Hydroxysauren, Polycarbonat, Polyamide, Polyan- 
hydride, Polyestern, Polyurethane, Polyglycole, Po- 
lylactid-co-glycolid oder Polyethylenglykol-Polylak- 
tid, Polyoxyethylen, Polyoxypropylen, Polyacrylate, 
Polymethacrylate, Polycyanoacrylate, Polyacetale, 
Polyvinylchloride, -flouride, -imidazole, Polyhydro- 
xyvinyle, Polyvinylacetat, Polyethylenvinylacetate, 
chlorosulfinierte Polyolefine, Polyanhydride, Polyor- 
thoester, Polycaprolactamen, Polylactide, Poly- 
phosphine, Milchsaure-Polymerisate, Glycolsaure- 
Polymerisate, Copolymere dieser Verbindungen 
oder Mischungen dieser Polymereenthalt. 

5. Zellkonstrukte gemaB einem der vorherigen Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB zusatzliche 
Tragermaterialien enthalten sind. 

6. Zellkonstrukte gemaB einem der vorhergehenden 
Anspruche enthaltend weitere Zusatzstoffe. 

7. Zellkonstrukte gemaB dem vorherigen Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Zusatzstoffe 
Wachstumsfaktoren, Wachstumshemmer. Hormo- 
ne, Arzneimittelwirkstoffe, selektiv wirkende Zellad- 
hasiva, die Proliferation oder Differenzierung indu- 
zierende und fordernde bioaktive Faktoren, Vasku- 
larisierungsfaktoren und/oder Immunmodulatoren 
enthalten sind. 

8. Verfahren zur Reinigung von mesenchymalen 
Stammzellen aus gezupften Haarfollikeln umfas- 
send folgende Verfahrensschritte: 

a) Separieren der gezupften Haarfollikel vom 
Resthaar, , 

b) Uberfuhren der Haarfollikel auf eine feste 
oder gelformige Oberflache, 

c) Inkubation mit einem FGF enthaltenden Me- 
dium bei einer Temperatur zwischen 25 und 

40°C, 

d) Herstellen einer Einzelzellsuspension durch 
Ablosen der ausgewachsenen Haarfollikel von 
der Oberflache 

e) Propagierung der mesenchymalen Stamm- 
zellen in einem geeigneten Medium. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB Changs-Medium oder DMEM, 
DMEM/Ham's F12, M199, E199, MEM oder EMEM 
als Medium zur Kultivierung der mesenchymalen 



Stammzellen verwendet wird. 

10. Verfahren gemaB einem der Anspruche 8 oder 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB dem Medium zu- 
5 satzlich bFGF, Serum, IGF-I, Insulin, Hydrocortison, 

Pyruvat. Retinsaure, nichtessentielle Aminosauren, 
Triiodthyronin (T3), Transferrin, Selen und/oder Glu- 
cagon zugesetzt wird. 

10 11. Verfahren gemaB einem der Anspruche 8 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB dem Medium Diffe- 
renzierungsfaktoren zugesetzt werden. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 1 1 , da- 
15 durch gekennzeichnet, daB eine Selektion der 
mesenchymalen Stammzellen mittels FACS, mittels 
immunomagnetischer Verfahren oder mittels Per- 
coll-Dichtegradientenzentrifugation erfolgt. 

20 13. Verfahren nach dem vorherigen Anspruch, dadurch 
gekennzeichnet, daB eine weitere Reinigung mit- 
tels immunologischer Negativ-Selektion unter Ver- 
wendung von Antikorpern gegen die epithelspezifi- 
schen Antigene CD24 oder Cytokeratin 16 erfolgt. 

25 

14. Homogene Zellkultur aus mesenchymalen Stamm- 
zellen aus Haarfollikeln erhaltlich nach einem Ver- 
fahren gemaB der Anspruche 8 bis 1 0 und zusatzli- 
cher Aufreinigung mittels FACS, mittels immunoma- 

30 gnetischer Verfahren oder mittels immunologischer 
Negativ-Selektion. 

15. Verfahren zur Herstellung von Zellkonstrukten ge- 
maB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 

35 eine auf mesenchymale Stammzellen immobilisie- 
rend bzw. adhasiv wirkende polymere Matrix mit ei- 
ner Suspension enthaltend mesenchymale Stamm- 
zellen aus Haarfollikeln oder daraus differenzierten 
Bindegewebszellen inkubiert wird. 

40 

16. Verfahren gemaB dem vorherigen Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Polymerisation vor 
der Inkubation und/oder das Gelieren der Matrix vor 
oder wahrend der Inkubation erfolgt. 

45 

17. Verfahren gemaB dem vorherigen Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Zellsuspension 
und/oder die polymere Matrix Differenzierungsfak- 
toren enthalt. 

50 

18. Verfahren gemaB dem vorherigen Anspruch, da- 
durch gekennzeichnet, daB durch Verwendung 
von Differenzierungsfaktoren die mesenchymalen 
Stammzellen des Haarfollikels in mehr als einen Bin- 

55 degewebetyp in vitro differenzieren. 

19. Verwendung von Zellkonstrukten gemaB einem der 
Anspruche 1 bis 7 zur Herstellung von Transplanta- 
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ten zur Behandlung von Knochen-, Knorpel-, Mus- 
kel-, Fettgewebe-, Dermis-, Bander- oder Sehnen- 
schaden, -verlust oder -krankheiten. 

20. Verwendung von mesenchymalen Stammzellen aus 
Haarfollikeln, daraus differenzierten Bindegewebs- 
zellen oder von Zellkonstrukten gemaB einem der 
Anspruche 1 bis 7 zur Herstellung oder Durchfuh- 
rung diagnostischer oder analytischer Assays. 

21 . Verwendung von mesenchymalen Stammzellen aus 
Haarfollikeln, daraus differenzierten Bindegewebs- 
zellen oder von Zellkonstrukten gemaB dem vorhe- 
rigen Anspruch zum Screening von Substanzen, die 
auf mesenchymale Stammzellen, Knochenzellen, 
Knorpelzellen, Muskelzellen, Fettgewebezellen, 
Dermiszellen oder sonstigen Bindegewebszellen 
biologisch aktiv wirken. 

22. Verwendung von mesenchymalen Stammzellen aus 
Haarfollikeln, daraus differenzierten Bindegewebs- 
zellen oder von Zellkonstrukten gemaB den beiden 
vorherigen Anspruchen zur Identifizierung von ge- 
e ig n ete n Arz ne i m itte I wi rkstof f e n . 

23. Verwendung von mesenchymalen Stammzellen aus 
Haarfollikeln oder teilungsfahigen Vorlauferzellen 
von differenzierten Bindegewebszellen oder von 
Zellkonstrukten gemaB einem der Anspruche 1 bis 
7 zur Herstellung gentechnisch veranderter Zellen 
oder Zellkonstrukte. 



Claims 

1 . Cell constructs comprising a polymer matrix and hair 
follicle-derived mesenchymal stem cells or connec- 
tive tissue cell types which can derived therefrom. 

2. Cell constructs according to Claim 1 , characterized 
in that the derivable connective tissue cell types are 
bone, cartilage, muscle, fat tissue, ligament, tendon 
or skin cells. 

3. Cell constructs according to one of the preceding 
claims, characterized in that the polymer matrix is 
biocompatible and biodegradable. 

4. Cell constructs according to one of the preceding 
claims, characterized in that the polymer matrix 
comprises collagen, alginate, agarose, gelatin, lam- 
inin, fibronectin, fibrin, matrigel, polysaccharides, 
glycosaminoglycans, proteoglycans, poly-a-hy- 
droxy acids, polycarbonate, polyamides, polyanhy- 
drides, polyesters, polyurethanes, polyglycols, poly- 
lactide-co-glycolide or polyethylene glycol polylac- 
tide, polyoxyethylene, polyoxypropylene, polyacr- 
ylates, polymethacrylates, polycyanoacrylates, 



polyacetals, polyvinyl chlorides), polyvinyl fluo- 
rides), poly(vinylimidazoles), poly(hydroxyvinyls), 
polyvinyl acetate), poly(ethylene vinyl acetates), 
chlorosulphinated polyolefins, polyanhydrides, poly- 
5 orthoesters, polycaprolactams, polylactides, 

polyphosphines, lactic acid polymers, glycolic acid 
polymers, or copolymers of these compounds, or 
mixtures of these polymers. 

10 5. Cell constructs according to one of the preceding 
claims, characterized in that additional carrier ma- 
terials are present. 

6. Cell constructs according to one of the preceding 
15 claims comprising further additives. 

7. Cell constructs according to the preceding claim, 
characterized in that the additives present are 
growth factors, growth inhibitors, hormones, phar- 

20 maceutical active compounds, cell adhesives having 
aselective action, bioactive factors which induce and 
promote proliferation or differentiation, vasculariza- 
tion factors and/or immunomodulators. 

25 8. Method for purifying mesenchymal stem cells from 
plucked hair follicles, comprising the following pro- 
cedural steps: 

a) separating the plucked hair follicles from the 
30 residual hair, 

b) transferring the hair follicles to a solid or ge- 
latinous surface, 

c) incubating with an FGF-containing medium 
at a temperature between 25 and 40 °C, 

35 d) preparing a single cell suspension by detach- 

ing the grown hair follicles from the surface 
e) propagating the mesenchymal stem cells in 
a suitable medium. 

40 9. Method according to Claim 8, characterized in that 

Chang's medium or DMEM, DMEM/Ham's F12, 
M199, E199, MEM or EMEM is used as the medium 
for culturing the mesenchymal stem cells. 

45 10. Method according to Claim 8 or 9, characterized in 
that bFGF, serum, IGF-1, insulin, hydrocortisone, 
pyruvate, retinoic acid, non-essential amino acids, 
triiodothyronine (T3), transferrin, selenium and/or 
glucagon is/are added to the medium. 

50 

1 1 . Method according to one of Claims 8 to 1 0, charac- 
terized in that differentiation factors are added to 
the medium. 

55 12. Method according to one of Claims 8 to 1 1 , charac- 
terized in that the mesenchymal stem cells are se- 
lected by means of FACS, by means of immunomag- 
netic methods or by means of Percoll density gradi- 
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ent centrifugation. 

13. Method according to the preceding claim, charac- 
terized in that a further purification is effected by 
means of immunological negative selection using 
antibodies directed against the epithelium-specific 
antigens CD24 or cytokeratin 16. 

1 4. Homogeneous cell culture which is composed of hair 
follicle-derive mesenchymal stem cells and which 
can be obtained by a method according to Claims 8 
to 1 0 and additional purification by means of FACS, 
by means of immunomagnetic methods or by means 
of immunological negative selection. 

15. Method for preparing cell constructs according to 
Claim 1, characterized in that a polymeric matrix 
which has an immobilizing or adhesive effect on 
mesenchymal stem cells is incubated with a suspen- 
sion containing hair follicle-derived mesenchymal 
stem cells or connective tissue cells which are dif- 
ferentiated therefrom. 

16. Method according to the preceding claim, charac- 
terized in that the polymerization is effected prior 
to the incubation and/or the gelation of the matrix is 
effected prior to or during the incubation. 

17. Method according to the preceding claim, charac- 
terized in that the cell suspension and/or the poly- 
meric matrix contain(s) differentiation factors. 

18. Method according to the preceding claim, charac- 
terized in that, as a result of using differentiation 
factors, the mesenchymal stem cells of the hair fol- 
licle differentiate in vitro into more than one connec- 
tive tissue type. 

19. Use of cell constructs according to one of Claims 1 
to 7 for preparing transplants for treating bone, car- 
tilage, muscle, fat tissue, skin, ligament or tendon 
damage, loss or diseases. 

20. Use of hair follicle-derived mesenchymal stem cells, 
connective tissue cells which are differentiated 
therefrom, or of cell constructs according to one of 
Claims 1 to 7 for preparing or implementing diagnos- 
tic or analytical assays. 

21 . Use of hair follicle-derived mesenchymal stem cells, 
connective tissue cells which are differentiated 
therefrom or of cell constructs according to the pre- 
ceding claim for screening substances which act in 
a biologically active manner on mesenchymal stem 
cells, bone cells, cartilage cells, muscle cells, fat tis- 
sue cells, skin cells or other connective tissue cells. 

22. Use of hair follicle-derived mesenchymal stem cells, 



connective tissue cells which are differentiated 
therefrom or of cell constructs according to the two 
preceding claims for identifying suitable pharmaceu- 
tical active compounds. 

5 

23. Use of hair follicle-derived mesenchymal stem cells 
or division-capable precursor cells of differentiated 
connective tissue cells or of cell constructs according 
to one of Claims 1 to 7 for preparing recombinantly 
10 altered cells or cell constructs. 



Revendications 

15 1 . Constructions cellulaires contenant une matrice po- 
lymere et des cellules souches mesenchymateuses 
de follicules capillaires ou des types cellulaires du 
tissu conjonctif derivables de celles-ci. 

20 2. Constructions cellulaires selon la revendication 1, 
caracterisees en ce que les types cellulaires du 
tissu conjonctif derivables sont des cellules d'os, de 
cartilage, de muscle, de tissu gras, de ligaments, de 
tendons ou de derme. 

25 

3. Constructions cellulaires selon Tune des revendica- 
tions precedentes, caracterisees en ce que la ma- 
trice polymere est biocompatible et biodegradable. 

30 4. Constructions cellulaires selon Tune des revendica- 
tions precedentes, caracterisees en ce que la ma- 
trice polymere contient du collagene, de I'alginate, 
de I'agarose, de la gelatine, de la laminine, de la 
fibronectine, de la fibrine, du matrigel, des polysac- 

35 charides, des glycosaminoglycanes, des proteogly- 
canes, des poly-oc-hydroxyacides, du polycarbona- 
te, des polyamides, des polyanhydrides, des poly- 
esters, des polyurethanes, des polyglycols, du poly- 
lactide-co-glycolide ou du polyethyleneglycol-poly- 

40 lactide, du polyoxyethylene, du polyoxypropylene, 
des polyacrylates, des polymethacrylates, des poly- 
cyanoacrylates, des polyacetales, des polychlorures 
de vinyle, des polyfluorures de vinyle, des polyimi- 
dazoles de vinyle, des polyhydroxyvinyles, du poly- 

45 acetate de vinyle, du polyethylenacetate de vinyle, 
des polyolefines chlorosulfonees, des polyanhydri- 
des, des polyorthoesters, des polycaprolactames, 
des polylactides, des polyphosphines, des polyme- 
risats d'acide lactique, des polymerisats d'acide gly- 

50 colique, des copolymeres de ces composes ou des 

melanges de ces polymeres. 

5. Constructions cellulaires selon Tune des revendica- 
tions precedentes, caracterisees en ce qu'elles 

55 contiennent des materiaux vehicules supplementai- 
res. 

6. Constructions cellulaires selon Tune des revendica- 
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tions precedentes, contenant d'autres additifs. 

7. Constructions cellulaires selon la revendication pre- 
cedente, caracterisees en ce qu'elles contiennent, 
en tant qu 'additifs, des facteurs de croissance, des 
inhibiteurs de croissance, des hormones, des pre- 
cipes actifs medicaments, des adhesifs cellulaires 
agissant selectivement, des facteurs bioactifs indui- 
sant et encourageant la proliferation ou la differen- 
ciation, des facteurs de vascularisation et/ou des im- 
munomodulateurs. 

8. Procede pour la purification de cellules souches me- 
senchymateuses a partir de follicules capillaires de- 
taches comprenant les etapes suivantes de 
procede : 

a) Separation des follicules capillaires du reste 
de la chevelure, 

b) Transfert des follicules capillaires sur une sur- 
face solide ou sous forme de gel, 

c) Incubation avecun milieu contenant du FGF 
a une temperature entre 25 et 40 °C, 

d) Preparation d'une suspension de cellules in- 
dividuelles par decollement de la surface des 
follicules capillaires ayant pousse, 

e) Propagation des cellules souches mesenchy- 
mateuses dans un milieu approprie. 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en 
ce que Ton utilise, en tant que milieu pour la culture 
des cellules souches mesenchymateuses, le milieu 
deChang, le DMEM, DMEM/Ham, F12, M199, E199, 
MEM ou EMEM. 

10. Procede selon Tune des revendications 8 a 9, ca- 
racterise en ce que Ton ajoute en plus au milieu du 
FGF, du serum, de l'IGF-1, de I'insuline, de I'hydro- 
cortisone, du pyruvate, de I'acide retinoique, des aci- 
des amines non essentiels, de la triiodothyronine 
(T3), de la transferrine, du selenium et/ou du gluca- 
gon. 

11. Procede selon Tune des revendications 8 a 10, ca- 
racterise en ce que Ton ajoute au milieu des fac- 
teurs de differenciation. 

12. Procede selon Tune des revendications 8 a 1 1 , ca- 
racterise en ce que Ton realise une selection des 
cellules souches mesenchymateuses au moyen 
d'un FACS, au moyen de procedes immunomagne- 
tiques ou au moyen d'une centrifugation de gradients 
de densite de Percoll. 

13. Procede selon la revendication precedente, carac- 
terise en ce que Ton realise une autre purification 
au moyen d'une selection negative par I'utilisation 
d'anticorps diriges contre les antigenes specifiques 



de I'epithelium CD24 ou cytokeratine 16. 

14. Culture cellulaire homogene de cellules souches 
mesenchymateuses de follicules de cheveux sus- 

5 ceptible d'etre obtenue par un procede selon les re- 

vendications 8 a 10 et une purification supplemen- 
tal au moyen d'un FACS, au moyen de procedes 
immunomagnetiques ou au moyen d'une selection 
negative immunologique. 

10 

15. Procede pour la preparation de constructions cellu- 
laires selon la revendication 1 , caracterise en ce 
qu'une matrice polymere, sur laquelle peuvent etre 
immobilisees ou peuvent adherer des cellules sou- 
's ches mesenchymateuses, est incubee avec une 

suspension contenant des cellules souches mesen- 
chymateuses de follicules capillaires ou des cellules 
du tissu conjonctif differenciees a partir de celles-ci. 

20 16. Procede selon la revendication precedente carac- 
terise en ceque la polymerisation avantl'incubation 
et/ou la gelification de la matrice a lieu avant ou pen- 
dant I'incubation. 

25 17. Procede selon la revendication precedente, carac- 
terise en ce que la suspension cellulaire et/ou la 
matrice polymere contient des facteurs de differen- 
ciation. 

30 18. Procede selon la revendication precedente, carac- 
terise en ce que, par I'utilisation de facteurs de dif- 
ferenciation, les cellules souches mesenchymateu- 
ses du follicule capillaire se differencient in vitro en 
plus d'un type du tissu conjonctif. 

35 

19. Utilisation de constructions cellulaires selon I'une 
des revendications 1 a 7 pour la preparation de trans- 
plants pour le traitement de dommages, de la perte 
ou de maladies de I'os, du cartilage, du muscle, du 

40 tissu gras, du derme, des ligaments ou des tendons. 

20. Utilisation de cellules souches mesenchymateuses 
de follicules capillaires, de cellules du tissu conjonctif 
differenciees a partir de celles-ci ou de constructions 

45 cellulaires selon I'une des revendications 1 a 7 pour 
la preparation ou la mise en oeuvre de tests diagnos- 
tics ou analytiques. 

21. Utilisation de cellules souches mesenchymateuses 
50 de follicules capillaires, de cellules du tissu conjonctif 

differenciees a partir de celles-ci ou de constructions 
cellulaires selon la revendication precedente pour le 
criblage de substances qui sont biologiquement ac- 
tives sur les cellules souches mesenchymateuses, 
55 les cellules osseuses, les cellules cartilagineuses, 

les cellules musculaires, les cellules du tissu gras, 
les cellules dermiques ou d'autres cellules du tissu 
conjonctif. 
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22. Utilisation de cellules souches mesenchymateuses 
de follicules capillaires, de cellules du tissu conjonctif 
differenciees a partir de celles-ci ou de constructions 
cellulaires selon les deux revendications preceden- 
tes pour I'identification de principes actifs de medi- 5 
caments appropries. 

23. Utilisation de cellules souches mesenchymateuses 
de follicules capillaires ou de cellules precurseurs 

de cellules du tissu conjonctif differenciees capables 10 
de se diviser ou de constructions cellulaires selon 
Tune des revendications 1 a 7 pour la preparation 
de cellules ou constructions cellulaires modifieespar 
genie genetique. 
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